国内资料显示fms样酪氨酸激酶-3基因内部串联重复（FLT3-ITD）突变见于约15.8%的急性髓系白血病（AML）患者，提示患者预后差[@b1]。混合谱系白血病（MLL）基因异常在AML中发生率约为5%，亦是预后不良的指标[@b2]--[@b3]。临床上少数患者同时出现以上两种或两种以上的分子生物学改变，这些患者的临床特征、细胞遗传学、分子生物学特点、对不同治疗的反应及预后等均未见较大系列的报道。我们回顾性分析了我院34例同时伴FLT3-ITD突变及MLL基因异常的AML患者的临床、实验室特征，并比较化疗、化疗加靶向药物及allo-HSCT的疗效。

病例与方法 {#s1}
==========

一、研究对象

回顾分析2012年4月至2017年7月我院收治的急性白血病（AL）患者3 445例，包括AML 1 684例、急性淋巴细胞白血病（ALL）1 689例及混合细胞白血病（MAL）72例，同时伴有FLT3-ITD突变及MLL基因异常患者34例。

34例患者均经常规外周血及骨髓细胞形态检查、流式细胞术免疫分型、染色体核型分析、荧光原位杂交（FISH）及白血病相关基因检查，依据WHO（2008）诊断分型标准确诊。

二、白血病相关基因检测

采集患者的骨髓或外周血标本3\~5 ml，EDTA抗凝。提取有核细胞DNA，PCR法检测FlT3-ITD。参照Niels等[@b4]的方法提取有核细胞总RNA，反转录为cDNA，采用RT-PCR方法检测MLL-PTD及MLL相关融合基因，共检测MLL-AF10、MLL-AF17、MLL-AF1p、MLL-AF1q、MLL-AF4、MLL-AF6、MLL-AF9、MLL-AFX、MLL-ELL、MLL-ENL10种MLL融合基因。

三、治疗

1．化疗及化疗加靶向药物：患者诱导治疗主要采用常规剂量的DA\[柔红霉素、阿糖胞苷（Ara-C）\]、IA（去甲氧柔红霉素、Ara-C）、AA（阿克拉霉素、Ara-C）、DAE（柔红霉素、Ara-C、依托泊苷）、HAA（高三尖杉酯碱、阿克拉霉素、Ara-C）等方案；巩固治疗采用与诱导治疗类似的方案及加用中、大剂量Ara-C或含甲氨蝶呤（MTX）的方案。复发或难治的患者主要采用CAG（G-CSF、Ara-C、阿克拉霉素）、FLAG（氟达拉滨、Ara-C、G-CSF）、地西他滨+ Ara-C、CLAG（克拉屈滨、Ara-C、G-CSF）等方案。18例患者在联合化疗方案中加入靶向药物索拉菲尼或舒尼替尼。

2．allo-HSCT：

（1）移植方式：6例患者为同胞全相合造血干细胞移植（HSCT），1例为非血缘HSCT，9例为亲缘单倍体相合HSCT。13例患者采用骨髓联合外周血HSCT，3例采用外周血HSCT。

（2）预处理方案：12例患者采用白消安联合环磷酰胺（Bu/Cy）为主的方案，并根据患者情况加用地西他滨、氟达拉滨、克拉屈滨、Ara-C等，2例采用环磷酰胺联合全身放疗（Cy/TBI）方案并加用氟达拉滨、Ara-C等，另2例采用去甲氧柔红霉素加白消安为主的方案。非血缘、单倍体相合移植的预处理方案中加用抗人胸腺细胞球蛋白。

（3）造血干细胞动员、采集及输注：供者接受G-CSF 5\~10 µg·kg^−1^·d^−1^，连续皮下注射5 d，第4天采集骨髓，第5天采集外周血造血干细胞。患者输注的中位单个核细胞8.50（6.52\~18.63）×10^8^/kg，CD34^+^细胞3.87（2.48\~10.96）×10^6^/kg。

（4）造血重建指标：患者中性粒细胞绝对值\>0.5×10^9^/L连续3 d，其第1天为白细胞植活时间。在未输血小板的情况下，PLT\>20×10^9^/L连续7 d，其第1天为血小板植活时间。

（5）移植物抗宿主病（GVHD）预防：15例患者采用环孢素A（CsA）+短疗程MTX+霉酚酸酯（MMF）方案。1例患者采用CsA+MTX+他克莫司方案。单倍体相合HSCT或非血缘HSCT辅助输注非血缘HLA配型低分辨4/6\~5/6位点相合的脐带血1份或单倍体相合骨髓预防GVHD。

四、难治、复发的诊断标准及随访

患者难治、复发的诊断参照复发难治性AML中国诊疗指南（2017年版）标准[@b5]。随访截止时间为2017年7月31日，中位随访时间12（2\~54）个月。无病生存（DFS）期定义为开始治疗至疾病复发、死亡或至末次随访的时间，总生存（OS）期定义为疾病确诊至末次随访或死亡的时间。

五、统计学处理

计量资料非正态分布，采用*M*（范围）描述，组间比较采用非参数Mann-Whitney *U*检验。计数资料采用率（比）进行描述，组间比较采用Fisher精确检验。采用Kaplan-Meier法计算OS率和DFS率，采用Log-rank检验进行组间生存率的比较。*P*≤0.05为差异有统计学意义。统计分析采用SPSS 21.0软件包，统计绘图采用Graphpad Prism 6软件。

结果 {#s2}
====

一、临床特征

34例患者中男17例，女17例，中位年龄40（4\~71）岁。入院时WBC\>30×10^9^/L者占63.6%，\>50×10^9^/L者占39.4%。FAB分型以M~5~最多，占35.3%。具有染色体异常的患者占63.6%，其中复杂异常占12.1%。详细的临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。34例患者占同期收治的3 445例AL患者的0.99%，占AML患者的2.02%，ALL患者中未发现类似病例。

###### 同时伴FLT3-ITD突变及MLL基因异常的34例急性髓系白血病患者的一般情况

  临床特征                                      参数
  ------------------------------------ -----------------------
  性别（例，男/女）                             17/17
  发病年龄［岁，*M*（范围）］                40（4～71）
  入院时WBC［×10^9^/L，*M*（范围）］    41.00（1.42～324.50）
  WBC分布［例(%)）］                   
   \<10×10^9^/L                               9（27.5）
   （10～30）×10^9^/L                         3（9.1）
   （\>30～50）×10^9^/L                       8（24.2）
   \>50×10^9^/L                              13（39.4）
  骨髓原始细胞比例［*M*（范围）］        0.51（0.10～0.96）
  FAB分型［例（%）］                   
   M~1~                                       5（14.7）
   M~2~                                       6（17.6）
   M~4~                                       5（14.7）
   M~5~                                      12（35.3）
   M~6~                                       1（2.9）
   未分型                                     5（14.7）
  染色体核型［例（%）］                
   正常核型                                  12（35.3）
   异常核型/复杂异常                      21/4（63.6/12.1）
   未查                                       1（2.9）

二、基因检测结果

34例患者同时伴有FLT3-ITD突变及MLL基因异常，其中仅有FLT3-ITD及MLL基因异常（双基因异常）者11例（32.4%），具FLT3及MLL以外的1种及1种以上的基因异常（多基因异常）者23例（67.6%），两组患者的临床特征及出现频率在3次以上的基因种类见[表2](#t02){ref-type="table"}。FLT3及MLL以外的伴随异常基因的种类及组合情况见[表3](#t03){ref-type="table"}。

###### 双基因异常及多基因异常患者的临床特征

  临床特征                              双基因异常组（11例）    多基因异常组（23例）     *P*值
  ------------------------------------ ----------------------- ----------------------- ----------
  性别（例，男/女）                              8/3                    9/14             0.141
  发病年龄［岁，*M*（范围）］               40（15～60）             40（4～71）        0.839^a^
  入院时WBC［×10^9^/L，*M*（范围）］    22.98（1.79～209.34）   46.35（1.42～324.50）   0.849^b^
  骨髓原始细胞［*M*（范围）］           0.710（0.100～0.880）   0.465（0.130～0.960）   0.833^c^
  染色体核型［例（%）］                          11                      22              1.000
   正常核型                                   4（36.4）               8（36.4）        
   异常核型                                   7（63.6）              14（63.6）        
  基因异常［例（%）］                                                                  
   FLT3-ITD                                   11(100.0)               23(100.0)          1.000
   MLL-PTD                                    8（72.7）              21（91.3）          0.300
   MLL-AF9                                    2（18.2）               1（4.3）           0.239
   MLL-AF6                                    1（9.1）                1（4.3）           1.000
   RUNX1                                       0（0）                5（21.73）          0.145
   TET2                                        0（0）                 4（17.4）          0.280
   DNMT2A                                      0（0）                 3（13.0）          0.535
   IDH2                                        0（0）                 3（13.0）          0.535
   WT1                                         0（0）                 3（13.0）          0.535
   GATA2                                       0（0）                 3（13.0）          0.535

注：双基因异常指仅有FLT3-ITD突变及MLL基因异常；多基因异常指具有FLT3-ITD突变、MLL基因异常以外的1种及1种以上基因异常。a\~c采用非参数Mann-Whitney *U*检验，*z*值分别为0.203、0.191、0.211；余均采用Fisher检验

###### 多基因异常患者的异常基因种类及组合情况

  组别            例数   FLT3        MLL        其他
  -------------- ------ ------ ---------------- ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------
  三种基因异常     11    ITD    PTD/AF9/AF6^a^  CEBPA；CEBPA；DNMT3A；EVI1；IDH1；IDH1；IDH2；JAK1；PHF6；PHF6；RUNX1
  四种基因异常     9     ITD         PTD        GATA2/U2AF1；GATA2/ETV6；IDH1/IDH2；RUNX1/NRAS；TNFAIP3/CCND1；TET2/IDH2；TET2/RUNX1；TET2/ASXL1；TET2/DNMT3A
  五种基因异常     3     ITD         PTD        DNM3A/RUNX1/TET2；NRAS/TP53/WT1；PTPN11/RUNX1/WT1

注：其他中每例患者的基因异常以分号隔开。^a^PTD 9例，AF9、AF6各1例

三、治疗结果

1．化疗及化疗加靶向药物治疗：34例患者诱导治疗1个疗程获CR 6例（17.6%），2个疗程获CR 4例（11.8%），2个疗程总CR率为29.4%。≥3个疗程CR的患者7例（20.6%）。患者按不同参数分组时2个疗程CR率见[表4](#t04){ref-type="table"}。可见WBC\>50×10^9^/L、多基因异常的患者2个疗程CR率分别明显低于WBC\<50×10^9^/L及双基因异常患者（*P*≤0.05）。具有3种以上基因异常的患者12例，治疗后无一例CR。单纯化疗与化疗方案中加入靶向药物的患者相比CR率差异无统计学意义（*P*=0.457）。17例获CR的患者9例6个月内复发，早期复发率为52.9%。34例患者2年OS率为28.8%（95%*CI* 13.5%\~46.0%），2年DFS率为27.1%（95%*CI* 12.5%\~44.0%）。18例仅使用化疗或化疗加靶向药物治疗的患者，17例在2年内死亡，1例失访。

###### 患者按不同参数分组时2个疗程完全缓解（CR）率比较

  参数               例数   2个疗程CR率（%）   *P*值
  ----------------- ------ ------------------ -------
  入院时WBC                                    0.050
   ≤50×10^9^/L        19          42.1        
   \>50×10^9^/L       13          7.7         
  染色体核型                                   0.230
   正常核型           12          41.7        
   异常核型           21          19.0        
  基因异常数量                                 0.045
   双基因异常         11          54.5        
   多基因异常         23          5.4         
  多基因异常数量                               0.037
   3种^a^             11          36.4        
   3种以上            12           0          
  治疗                                         0.457
   单纯化疗           16          37.5        
   化疗加靶向药物     18          22.2        

注：^a^具有FLT3-ITD突变、MLL基因异常及其他一种基因异常。均采用Fisher检验

2．allo-HSCT：allo-HSCT治疗组及单纯化疗组患者的临床特征见[表5](#t05){ref-type="table"}。16例接受allo-HSCT患者，中位随访时间为移植后14（2\~48）个月。16例患者中9例存活，其中8例无病生存，1例复发。死亡7例，5例死于复发，2例死于感染。患者3年OS率为43.4%（95%*CI* 13.7%\~70.4%），3年DFS率为42.7%（95% *CI* 13.4%\~69.7%）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

###### 异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）治疗组与单纯化疗组患者的临床特征比较

  临床特征                               单纯化疗组（18例）      allo-HSCT组（16例）    *z*值    *P*值
  ------------------------------------ ----------------------- ----------------------- ------- ----------
  性别（例，男/女）                              9/9                     8/8                    1.000^c^
  年龄［岁，*M*（范围）］                    46（4～71）            31（15～60）        1.830    0.067
  入院时WBC［×10^9^/L，*M*（范围）］    41.00（1.79～324.50）   39.11（1.42～209.34）   0.468    0.640
  骨髓原始细胞［*M*（范围）］            0.36（0.13～0.96）      0.72（0.10～0.88）     0.674    0.501
  染色体核型［例（%）］                                                                         1.000^c^
   正常核型                                   6（35.3）               6（37.5）                
   异常核型                                  11（64.7）              10（62.5）                
  基因异常［例（%）］                                                                           0.009^c^
   双基因异常^a^                              2（11.1）               9（56.3）                
   多基因异常^b^                             16（88.9）               7（43.7）                

注：^a^仅伴有FLT3-ITD突变及MLL基因异常；^b^伴有FLT3-ITD突变、MLL基因异常及其他基因异常；^c^采用Fisher检验

![异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）组与单纯化疗组患者的总生存（A）及无病生存（B）曲线](cjh-39-09-751-g001){#figure1}

讨论 {#s3}
====

我们回顾分析了我院2012年4月至2017年7月间收治的AL患者3 445例，发现同时伴有FLT3-ITD突变及MLL基因异常的AML患者34例（0.99%），占AML患者的2.02%，与国外学者报道的1.6%\~1.9%相近[@b6]--[@b8]。本研究显示，该类患者多伴有高白细胞血症，FAB分型以M~5~多见，染色体异常核型比例高。文献报道AML伴FLT3-ITD突变的患者诊断时多有外周血白细胞增多及CD34^+^细胞低水平，主要机制为FLT3突变后导致FLT3受体酪氨酸激酶结构域活化并激活下游STAT、RAS途径从而导致细胞的异常增殖[@b7],[@b9]。而MLL基因异常的患者则多为白细胞减少伴CD34^+^细胞增多，其可能的机制为MLL基因异常导致其对HOX基因的表达去抑制从而引起造血细胞分化能力的缺失[@b7]。我们的资料显示患者初诊时中位WBC 41.00（1.42\~324.50）×10^9^/L，可见当这两种基因异常同时出现时，FLT3-ITD突变对WBC的影响处于优势。国内资料显示伴FLT3-ITD突变的AML患者M~5~比例为38.52%[@b10]，但在MLL基因重排的患者M~5~比例高达84.8%[@b11]，有学者认为这可能与MLL上调HOX基因可促进粒单核细胞分化有关[@b7]。国外学者分析956例AML患者的研究结果显示，M~5~亚型在FLT3-ITD、MLL-PTD同时阳性的患者中占25%。我们的患者M~5~亚型占35.3%，高于国外的结果，原因可能为样本量较小引起偏差或人种差异。另与单一的FLT3-ITD及MLL基因异常多见于染色体核型正常的患者不同，同时具有两种基因异常的患者染色体核型异常的比例高达63.6%，其中复杂异常占12.1%，这可能是患者具有多基因异常的细胞遗传学基础。

Choi等[@b12]报道了128例初诊FLT3-ITD阳性的AML患者，2个疗程CR率为67.2%。弓晓媛等[@b11]分析了单中心MLL基因重排AML患者83例，2个疗程CR率为84.3%，中位随访10.3个月时复发率62.0%。Brunet等[@b9]报道MLL-PTD的患者19例，2个疗程CR率为41.3%，同时具有FLT3及MLL基因异常的患者16例，CR率为31.25%。本组患者2个疗程CR率为29.4%，低于仅有FLT3或MLL基因异常的患者，但与上述同时具有FLT3及MLL基因异常的16例患者的结果类似。已知FLT3-ITD及MLL-PTD均与AML患者预后不良相关，二者的共同作用将导致AML患者预后更差[@b7],[@b13]。本研究结果支持这一观点。

本研究结果显示，患者入院时WBC\>50×10^9^/L、伴有多基因异常者2个疗程CR率仅5.4%\~7.7%，明显低于入院时WBC≤50×10^9^/L（*P*=0.050）及双基因异常的患者（*P*=0.045）。具有3种以上基因异常的患者CR率为0，明显低于仅具有3种基因异常的患者（*P*=0.037）。本组患者中多基因异常者多达67.6%，其中具有3种以上基因异常者达52.2%，这些疾病本身的分子生物学特点应该是此类患者低缓解率的重要原因。

除FLT3-ITD及MLL基因异常外，此类患者最常合并的基因异常为RUNX1（21.7%）及TET2（17.4%）。DNMT2A、IDH2、WT1、GATA2等基因异常出现率为13.0%。RUNX1是重要的造血调控因子，常见于原子弹爆炸幸存者及放疗相关的髓系肿瘤患者，亦是患者预后不良的指征[@b13]--[@b14]。TET2基因是DNA去甲基化起始步骤的重要调节基因，其突变见于7%\~10%的AML患者，FAB分型中M~5~多见，其对临床疗效及预后的影响文献报道结果不一，近年有学者认为TET2突变在中危组AML预后不良[@b14]--[@b15]。这些异常基因与FLT3-ITD及MLL基因异常的共同存在，及可能存在的对疗效负性影响的叠加，更增加了患者治疗的难度及对预后判断的复杂性。本组患者治疗方案中加用靶向药物未能提高疗效，获CR的患者早期复发率52.9%，未接受allo-HSCT的患者2年生存率为0均可能与以上疾病的分子生物学特点相关。

Deol等[@b16]的研究结果显示，158例伴FLT3突变的AML患者allo-HSCT后，3年复发风险高于无突变的患者，但对OS无影响，长期生存率50%。Pigneux等[@b17]报道，159例伴有11q23/MLL基因异常的AML患者allo-HSCT后，2年OS率为（56±4）%，2年无白血病生存率为（51±4）%。我们的资料显示，同时存在FLT3-ITD及MLL基因异常的患者接受allo-HSCT后3年OS率为43.4%，3年DFS率为42.7%，明显高于未接受allo-HSCT的患者（*P*\<0.001），提示allo-HSCT可明显改善这类患者的预后。

综上，我们的资料显示AML患者FLT3-ITD和MLL基因同时异常的发生率为2.02%，临床以M~5~多见，常伴高白细胞血症、染色体核型异常及多基因异常。患者化疗缓解率低，早期复发率高，生存率低。入院时WBC\>50×10^9^/L、多基因异常，尤其是3种以上的基因异常可能是此类患者疗效差的重要原因。allo-HSCT可明显提高患者的OS及DFS。
